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1. INTRODUCCION

1.1 CANCER COLORRECTAL

El cancer colorrectal (CCR) constituye unimportante problemadesalud publicaen €

mundo occidental. Representalasegundacausade muerte por cancer en Europa, donde,
en numeros absolutos, es € tumor maligno mas frecuente, con 300.000 nuevoscasosal
afio. En Espafia, por su parte, el CCR es la segundacausademortalidad por cancer, con

més de11.000 fallecidos por afio. En incidencia, sin embargo, con més de 25.000

nuevos casosdetectados a afio en Europa, es laneoplasiamas frecuenteen cifras

globales no desagregadas por sexo, si bien ocupael segundo lugar despuésdel cancer de

pulmon en e hombre (Figural) y la misma posiciontras €l cancer demama en la mujer

(Figura?) (Ferlay et al., 2010).
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Figura 1. Céanceres més frecuentes en hombres en Europa 2008 (Ferlay et al., 2010).

Figura 2. Canceres més frecuentes en mujeres en Europa 2008 (Ferlay et al., 2010).




La supervivenciadelos pacientescon CCR, por su parte, depende de muchos factores,
entre los cuales destaca por su mayor importanciael estadio tumoral, lo que convierte
en crucia la correcta clasificacion de los tumores. Para este cometido la clasificacion
internacional de referencia es la TNM (Figura 3), desarrollada y mantenida por las
asociaciones American Joint Committe on Cancer (AJCC) y Union for International
Cancer Control (UICC).

Bl sistema de estadificacion TNM define tres variables clave de informacion
histopatoldgica, laextension del tumor (T), laafectacién de ganglios linfaticos (N) y la
presencia de metastasis (M), distinguiendo las siguientes categorias dentro de cada

variable:

T: nivel de extensién del tumor primario en las paredes del intestino.
e TO: sin evidenciade tumor primario.
e Tx no sepuedeevauar el tumor primario.
e Tis: tumorin situ, confinado alamucosa, queno traspasalas capas de la

misma.
e TI1-T4tamafo y exension del tumor primario.

N: presencia de afectacion o no de los ganglios linféticos regionaes o més
préoximos a lazonadonde selocalizael tumor.

¢ Nx losganglios linféticos regionales no pueden ser evauados.

o NO: ausenciade afectacion ganglionar.

e NI1-N3: afectacion ganglionar.

M: presenciade metéstasis.
e MO ausenciade metastasis.

e ML presenciade metastasis adistancia.

La combinacion delos tres parametros dalugar alasiguiente clasificacion:

Estadio 0 o carcinomain situ: es lafase mas temprana del cncer de colon o recto. Las
células tumorales se encuentran situadas en la parte més superficial delamucosay en

ningUn caso latraspasan. No existe afectacion delos ganglioslinfaticoslocorregionales.



Estadio I: € tumor afectaala pared del colon o recto sin traspasar lacapamuscular. No

exste afectacion de ganglios linfaticos.

Estadio Il: e tumor hainfiltrado todas las capas de la pared del colon o recto. Puede

existir invasion delos 6rganos anexos. No se aprecia afectacion ganglionar.

Estadio Ill: € cancer ha invadido los 6rganos mas préximos, asi como los ganglios
linfaticos locorregionales.

Estadio IV: e cancer se ha diseminado afectando a6rganos a€ados del foco tumoral

primario, como higado, pulmon o hueso.

TNM classification of rectal cancer - 7th Edition

Figura3. Estadificacion TNM en cancer colorrectal (AJCC, 2009).

Una clasificacion anterior a la TNM, muy utilizada todavia en algunos estudios por
aunar simplicidad y potenciadescriptivadelapatogenicidad del tumor, es lapropuesta
por Dukes (Dukes, 1932). Este sistema de estadificacion reconoce los siguientes
estadios patolégicos:

« Estadio A: lesion limitadaala mucosa, sin afectacion ganglionar.

o Estadio B1: € tumor afectaapartedelapared del colon o recto, sin atravesarlani
afectar ganglios.

« Estadio B2: afectaatodalapared sin invasion ganglionar.

« Estadio C: la enfermedad se presenta en parte o toda la pared, con afectacion
ganglionar.



o Estadio D: exste afectacion de 6rganos agados.

Por lo que serefiere d origen de estaneoplasia, laetiologiadel CCR es muy conplga
Estan inplicados en dlla tanto factores ambientales como genéticos, y eslacombinacion
deamboslaqueprovocalatransformacién de unamucosaintestina sanaen un tumor
colorrectal. En este sentido, los estudios epidemiolégicos efectuados en cohortes
amplias de pacientes con diverso origen énico, ademés de los estudios clasicos
realizados en poblacionesde emigrantes (en los que la poblacién migrante adquiere en
poco tiempo las tasas de incidencia de la poblacion local), sugieren que los factores
ambientales juegan un papel muy importante en la etiologiadel CCR, considerandose
responsables de hasta un 70-80% de la incidencia de la enfermedad. Este hecho
identifica claramente e céncer colorrectal como la mayor neoplasia cuyas causas
pueden ser répidamente identificadas y, en consecuencia, evitadaunagran partedela
enfermedad (Boyle & Langman, 2000). Entre € conjunto de factores de riesgo con
implicacion en la etiologia y patogénesis del CCR, encontramos (Tabernero, 2007,
Abad, 2009):

v edad avanzada

v varén

v' colecistectomia

v’ factoreshormonales (nuliparidad, menopausia precoz, edad avanzadaen

primer embarazo...)

<\

factores ambientales (tabaco, alcohol, obesidad, sedentarismo...)

v' historia de polipos colorrectales

v’ factores genéticos:

= poliposisadenomatosafamiliar (PAF) y susvariantes fenotipicas

= cancer decolon y recto hereditario sin poliposis (CCHNP)

= sindrome de poliposis hamartomatosa (sindrome de Peutz
Jeghers, poliposis juvenil, sindrome de Cowden)



En laetiologiagenéticadd cancer colorrectal se han vinculado variosgenes, que

pueden englobarseen 4 categorias:

1 protooncogenes. K-ras, srcy c-myc.

2. genesdesupresiontumora: APC (poliposis adenomatosadel colon), DCC
(supresor del cancer del colon), p53, MCC (mutado en el cancer del colon) y
DPCA4.
genesdema empargjamiento: hMSH2.
genes modificadores del riesgo: fosfolipasa A, COX2 (ciclooxigenasa 2) y
CD44v.

El CCR constituye e mgor gemplo de la existencia de una pauta mutacional
progresiva(Figura4), esto es, unasecuenciade eventos de mutacion que conducen
desde la mucosa normal a unalesion benigna (pélipo), y de ésta a un carcinoma
(Fearon & Volgelstein, 1990; Vogelstein et al., 2013).

!!
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T T t I Cidmulo adicional

de anomalias genéticas

Anomalias Anomalias  Inactivaciéon Mutacién Eliminacién de
de APC de metilacién de APC de K-ras DCC p53
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hMLHI1

(Sindromes hereditarios)

Figurad. Secuencia de | as alteraciones genéticas etiopatogénicas en el cancer de colon (Garcia & Pardo,

2007).
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1.2. TRANSICION EPITELIO-MESENQUIMA (EMT)

Las células epitelides y las cdulas mesenquimales (0 mesenquimatosas) representan
dos delos principales tipos celulares en mamiferos.

Las células epiteliades se caracterizan por: (1) gran cohesion celular; (2) existencia de
tres dominios o regiones funcionamente especializadas en lamembrana (polos apical,
basa y lateral); (3) existencia de uniones estrechas entre los dominios apicaes y
laterales; (4) distribucidn polarizadaapico-basal delos organulosy delos componentes
del citoesqueleto; y (5) pérdidade lamovilidad individual. Por e contrario, las células
mesenquimales destacan por: (1) pédida de cohesién celular; (2) ausencia de
diferenciacion clara entre la membrana apica y la basal; (3) ausencia de distribucion
polarizada apico-basal de organulos y componentes del citoesqueleto; (4) gran
movilidad y capacidad deinvasion.

Durante e proceso norma de desarrollo o maduracion de 6rganos y tejidos, ciertas
células pueden perder su fenotipo epitelia y adquirir un fenotipo mesenquimal, proceso
conocido como Transicion Epitelio-Mesénquima (EMT). Asi, muchos eventos del
desarrollo, incluida la gastrulacion, la formacion de lacrestaneural o lamorfogénesis
del corazon, tienen su base en la transicion epitelio-mesénquima de algunas lineas
celulares. En afios recientes los avances en oncologia molecular han puesto de
manifiesto queun proceso similar ala EMT ocurredurantelaprogresion delos tumores
epiteliaes, de manera que las céulas epitelides perfectamente diferenciadas de las
mucosas adquieren un estado mesenquimatoso, que les confiere mayor movilidad y un
aumento desu potencia deinvasividad (Boyer et al., 2000). Desde el alumbramiento de
esta importante observacion, se ha abierto un nuevo campo a la investigacion
oncoldgica, interesado por la conpleta descripcion nolecular de las proteinas
responsablesdelaEM T, desus factores deregulacién normal duranted desarrollo y de
las variables y mecanismos que promueven la desdiferenciacion de las céulas
epiteliales durante € desarrollo del cancer (Guarino, 2007). Observaciones recientes,
sin embargo, cuestionan €l proceso deEM T y en su lugar sugieren lahipotesisdequela
transicion de las células cancerosas puede ser epitelio-mieloide, debido alos miltiples

marcadores especificos de lingjes meloides que poseen (Schramm, 2014).
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1.3 MOLECULAS CON IMPLICACIONEN LA EMT

Se conocen multiples proteinas con implicacion en la EMT, pero en este proyecto

prestaremos especia atencion alas siguientes:

E-cadherina y N-cadherina

Una caracteristica molecular muy importante de la EMT es la disrupcion de los
contactoscdlula-célulanormales, lo queselogracon lareducciéon delosnivelesde la E-
cadherina.. Esta molécula de adhesion celular es una glicoproteina transmembrana,
calcio-dependiente, locdizadaen lamayoriade las células epiteliales embrionarias y de
los tgjidos adultos. La E-cadherinaes unapieza clave en latransformacion neoplasica,
yaqueactiacomo un supresor detumor, que inhibe lainvasion y lametastasis, y que
con mucha frecuencia experimenta menor expresion o degradacién durante la
transformacion (Vleminckx et al., 1991). Ademas, recientemente se ha observado que
la funcién de la E-cadherina durante la progresion del tumor es frecuentemente
reemplazada o0 incluso sobrerreenplazada por la e@resion de cadherinas
mesenquimales, como la N-cadherina o la cadherina 11 (revisado por Cavalaro et al.,
2002). Asi pues, mientras las cadherinas epiteliales (E-cadherina como prototipo dela
familia) tienen un papd critico en la formacién y en € mantenimiento delaestructura
de los epitelios, regulando la adhesion célula-cdlula (Nieman et al., 1999; Hazanet al .,
2000), las cadherinas mesenquimales, como la N-cadherina, se expresan
preferentementeen células migratoriasy en células detgjidos conectivos, promoviendo
la movilidad celular y la migraciéon (Islam et al., 1996; Tomita et al., 1999; Li et al.,
2001).

f-catenina

No solo las cadherinasestan implicadas en latumorigénesisy en lametastasis, yaquela
funcion de suscompafieras citoplasméticas, las cateninas, resultatambién importante en
la aparicion y progresion del cancer (Brabeltz et al., 2001; Brabeltz et al., 2002). De
hecho, los dominios intracelulares de las cadherinas clasicas interaccionan con f-
catenina, y-cateninay p120 para agregarse en € conmplegjo citoplasmético de adhesion
celular (CCC), quetieneun papd critico en laadhesion célula-célula. La B-cateninay y-

12



catenina se ensamblan directamente a la a-catening, la cual une el CCC alaactinadel
citoesqueleto. Aunque la B-catenina se locdiza en las membranas celulares de las
células epiteliales normales y de las células tumorales no invasivas, se encuentra
también en e citoplasma (reflegjando la disociacion de la E-cadhering) y en el nucleo
(reflejando su importante papel como activador transcripcional) de células en proceso
de EMT (Brabletz et al., 1998). Por este motivo, se considera que la sobreexpresion

nuclear de la B-cateninaestainvolucradaen laEMT.
a-actina

La actinaesla proteinamés abundantedel citoesqueleto delas células y la proteina més
abundante en la mayoria de los tipos cdlulares. En vertebrados presenta6isoformes,
cada una codificada por un gen diferente, aunque todavia no se conocen sus
implicaciones bioldgicas (Yao et al., 1995). Las diferentes isoformas son especificas de
tejido; las c8ulas detejido muscular liso presentanlasisoformesa y y, mientras que las
células no musculares presentan las isoformas B y y (Fagotti et al., 1998). Sus
principales funciones fisiologicas estan relacionadas con la motilidad celular y los
cambios de forma durante €l ciclo celular. También participa en la organizacion del
citoplasma para generar fuerzas mecanicas dentro de la cdlula en respuestaadiversas
sefides extracelulares, es esencia para agunas actividades contréctiles y controlalas
interacciones celulares, la adhesién molecular y e transporte intracelular (Guirado et
al., 2002). Existen evidencias, asimismo, ddl aumento de esta proteinaen el proceso de
carcinogénesis, el cual podriaestar justificado por laparticipacion delos filamentos de
actina en procesos biolégicos como la divisién cdlular, las interacciones celulares, la
adhesién y migracion celular (Evers et al., 2000).

Vimentina

La vimentina es la proteina de la familia de los filamentos intermedios més exendida
(lvaska et al., 2007). Locdlizada en € citoplasma de las células mesenquimales, su
funcion es e mantenimiento dela cito-arquitecturacelular eintegridad tisular (Satelli et
al., 2011). Estaproteinahacobrado ultimamente muchaimportanciacomo marcador de
laEMT. De hecho, uno de los distintivos de este proceso es la sobrerregulacion dela
vimentina. Aunque ésta no parece ser esencial para e crecimento, division celular o

desarrollo, sin embargo contribuye a potencial metastasico de muchos canceres
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(Hendrix et al., 1997). En este sentido, las células en € centro del CCR mantienen un
fenotipo epitelial, mientras que las células del frente invasivo exhiben un fenotipo
mesenquimal caracterizado por la pérdida de adhesion celular y € incremento de la
expresion de vimentina (Barker et al., 2001).

ckit (CD117)

c-kit o CD117 es un receptor transmembrana de tipo tirosin-quinasa que operaen la
transduccion de la sefid envarios tipos celulares. Dicho receptor liderauna cascadade
fosforilacion, que desencadena la activacion de diferentes factores de transcripcion y
con ello regulala apoptosis, ladiferenciacion celular, la proliferacion y adhesion celular
(Miettinen & Lasota, 2005). Se haobservado que lasobreexpresion de c-kit interviene
en la represién del fenotipo epitelial, asi como en la inducciéon del fenotipo
mesenquimal, erigiéndose, por tanto, en otro mediador necesario delaEMT (Tang et
al., 2014).

Mol écula de adhesién delascélulasneurales (NCAM o CD56)

La molécula de adhesion de las cdlulas neuradles (NCAM o CD56) es una conocida
proteina de adhesién celular, perteneciente a la familia de las inmunoglobulinas. Los
contactos intercelulares mediados por la NCAM pertenecen a la mas comin de las
adhesiones intercelulares independientes de Ca?* y Mg?* en los vertebrados y, como
ocurre con las cadherinas, parece que puede unir las células entre si mediante una
interaccion honmofilica(entre moléculas NCAM decélulas ady acentes), aunque también
puede estar implicada en interacciones heterofilicas (Burg et al., 1995; Cavalaro et al.,
2001; Alberts et al., 2004). Asimismo, NCAM tiene un papd como receptor de
transduccion de sefiales, estimulando en este caso a receptor del factor de crecimiento
de los fibroblastos (FGFRs) mediante la induccién de cascadas de sefiadizacion que
promueven lamovilidad celular y lainvasion (Cavallaro et al., 2001; Walsh & Doherti,
1997). En estemismo sentido, seharevelado queel gen delaNCAM es unadianapara
el establecimiento del complejo de sefializacion B-catenina-LEF/TCF (Connaci-Sorrellet
al., 2002), relacionando estrechamente la glicoproteina NCAM con laactivacion dela

ruta de sefializacién Wnt encontradaen CCR (Logan & Nusse, 2004).
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1.4. a(1,6)FUC OSILACION DEPROTEINAS

La fucosilacion es uno de los procesos integrantes de la modificacion postraduccional
por glicosilacién delas proteinas. Consisteen latransferenciade un residuo defucosa—
desde d sustrato dador activado GDP-fucosa- sobre las antenas glucidicas de los
glicoconjugados aceptores, tanto glicoproteinas como glicolipidos. Estas estructuras
fucosiladas tienen un papel muy importante en diversos procesos bioldgicos y
patolégicos que ocurren en las células eucariotas (desarrollo tisular, angiogénesis,
adhesion celular, inflamacién, diseminaciéon tumoral...) y en organismos procariotas

(mimetismo, adhesion y colonizacién de hospedadores) (Miyoshi et al., 2008).

Las reacciones de transferencia de unidades de fucosa son catalizadas por lafamiliade
enzimes fucosiltransferasas (FUT). Siguiendo € criterio de la IUBMB (International
Union of Biochemistry & Molecular Biology), las FUT se enmarcan dentro de la
superfamilia de glicosiltransferasas (EC 24.1.xy), quee CAZY (Carbohydrate-Active
enZYmes data base) define como el grupo de enzimas que catalizan laincorporacion de
unafucosa, procedente del complegjo nucleotidico GDP-fucosa, sobre un oligosacarido,

glicolipido o glicoproteina (Oriol et al., 1999).
Segun laposicién en laque seincorpore € residuo de fucosa, distinguimos:

o a(l,2)fucosilacion, en la que se anaden residuos de fucosa mediante enlace
a(1,2) a la galactosa terminal de un resto de lactosamina (Larsenet al., 1990).
Esta reaccion la catalizan laFUT1y laFUT2. Estetipo defucosilacién también
es propio de las O-fucosiltransferasas de proteinas 1 (POFUTY) y 2 (POFUT?2),
queafiaden directamente unidades de fucosa alos residuos de Ser o Thr delas
O-glicoproteinas (Wang et al., 2001).

o o(1,3)fucosilacion, en la que se anaden unidades de fucosa mediante enlace
a(1,3) a la GIcNAc de una lactosamina tipo 1. Esta reaccion es catalizada por las
enzmes FUT3 (Kukowska-Latalo et al., 1990), FUT4 (Goelz et al., 1990),
FUT5 (Weston et al., 1992 a), FUT6 (Weston et al., 1992b), FUT7 (Natsuka et
al., 1994) y FUT9 (Cailleau-Thomeas et al., 2000).

o a(l,4)fucosilacion, en la que se afiaden unidades de fucosa mediante enlace

a(1,4). Esta reaccion es caracteristica de las FUT3 y FUT5 (KukowskaLatallo
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et al., 1990), que son las Unicas glicosiltransferasas capaces de catalizar la
formacion de més de un tipo de enlace, a(1,3) o a(1,4).

o a(l,6)fucosilacion, también denominada fucosilacion dd core porque la
transferencia del residuo de fucosa mediante un enlace a(1,6) se realiza sobre el
resto de GIcNAc més interno del niicleo oligosacaridico del N-glicano. LaUnica
enzima capaz de catalizar estatransferenciaes la enzima a(1,6)fucosiltransferasa
[a(1,6)FT], codificada por el gen FUT8 (Miyoshi et al., 1997).

a(1,6 fucosltransferasa[a(1,6) FT,,EC 2.4.1.68]
En este proyecto se presta especia atencion ala actuacién y relevancia de la enzma
a(1,6)FT por tratarse de una enzima singular, la unica fucosiltransferasa facultada para
la introduccion de fucosa mediante enlace a(1,6) al residuo de N-acetilglucosaminamés
interno de la fraccion de quitobiosa del nucleo o core de las N-glicoproteinas. Esta
modalidad defucosilacion (core-fucosilacion), ademas, modula el curso posterior dela
glicosilacién de las N-glicoproteinas y por €llo se considera critica para su correcta
estructuracion y plena funcionalidad (Stubbs et al., 199). Nuestro interés en esta
enzima radica en su presumble inplicacién en la regulacion de la adhesion cdlula
cllulay en la EMT de las cdulas tumoraes, merced a que algunas importantes

proteinas vinculadas a dichos procesos presentan a(1,6)fucosilacion.

La a(1,6)fucosilacion es crucid para la actividad de proteinas de reconocimiento y
adhesion celular implicadas en e proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT), e
cua en buena medida determina la invasién tumoral (Kang & Massague, 2004) a
promover la pérdida de polaridad y red de contactos de las células epitelides, la
profundaremodelacion desu citoesqueleto y laadquisicion de un fenotipo migratorio

acompafiado de un programa de expresion génicadetipo mesenquimal.

La enzima o(1,6)FT, al igual que el resto de glicosiltransferasas es una proteina
transmembrana de tipo Il, localizada fundamentalmente en las membranas de las
cisternas trans del aparato de Golgi. En esta ubicacion realiza su funcidn, consistente,
como sehacomentado anteriormente, en participar activamente en la core-fucosilacion
de los glicoconjugados. Es importante recordar, asimismo, que la introduccién de
fucosasobre e core glucidico de las N-glicoproteinas modificala disposicion espacial
de éste e influye mecanisticamente en e curso ulterior de la glicosilacion, por lo que
tiene efectos importantes en laestructuray funcionaidad delaglicoproteinamedura. En
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este sentido, por ejemplo, es conocida la modulacion ejercida por la a(1,6)fucosilacion
en las interacciones carbohidrato-proteina necesarias para una adecuadarelacion dela
célulacon & medio circundante (Stubbs et al., 1996), de maneraque lafucosilacién del
corerepercute sobreel comportamiento deadhesion normal delacélula, lo queasu vez
sugieresu posiblerelevanciaen laregulacion delaadhesividad delas células tumorales.
En este sentido, e estatus funciona de la o(1,6)FT adquiere importancia en €l
comportamiento de las células tumorales, como lo demuestran algunos de los trabajos
realizados por nuestro grupo que han demostrado la elevacion de la actividad y
expresion deestaenzima en correlacion con el grado demalignidad (Muinelo-Romay et
al., 2008), asi como € valor prondstico independiente de su expresion para predecir la
recurrencia local del tumor (con un aumento de 3.6 veces del riesgo de recidiva)
(Muinelo-Romay et al., 2011).

1.5. PRINCIPALES RUTAS DESENALIZACION IMPLICADASEN LA EMT DEL EPITELIO
COLORRECTAL

La carcinogénesis resulta de una secuencia de alteraciones noleculares que llevan d
desarrollo de un tumor. Su entendimiento es clave para € disefio de estrategias de
prevencion, diagnéstico temprano y tratamiento del cancer. Se han descrito varias vias
con unaimportante implicacion en laEMT (Figura5). A continuacion, describiremos

las més importantes de ellas.

131 Via Smeds

Es la via mediadaporlaunién como ligando de TGF-p a los receptores transmembrana
serinaltreoninaquinasadetipos |y Il. Launion del TGF-B al receptor de tipo I induce
la fosforilacion y activacion del receptor de tipo |, € cual cataiza entonces la
fosforilacion de Smad2/Smad3 (Wakefield et al., 2002). Una vez fosforiladas,
Smad2/Smad3 forman un complejo heterodimérico con e supresor tumoral Smad4,
haciendo posible la translocacion de éste al nicleo y su actuacion como regulador
transcripcional (Dijke & Hill, 2004).

132 Viade Aki/PKB
La serina/treoninaquinasaoncogénicaAkt (también conocida como PKB) es un efector
corriente abgo (downstream) de la PI3K, que estd inplicado en la represion de la
transcripcion de la E-cadherina. Esta represion transcripcional desencadena la
conversion de las células epitdiales en células mesenquimales (Grille et al., 2003).
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Varios autores han descrito la implicacién directa de Akt en la morfologia celular,
tumorigenicidad, movilidad e invasividad de las células tumoraes (Bellacosa et al.,
1995; Cheng et al., 199; Yuan et al., 2000, Brognard et al., 2001). Ademés, son
numerosos los estudios queinvolucran estaviaen laprogresion y metastasis en CCR
(Agarwal et al., 2005, Rychachou et al., 2006).

TGF1B TGF1B EGF/FGF/HGF Wnt

TGF-BR = PI3K = RTKs = FRIZZLED
\- Ras ' Dsh
[ e = MAPK L Gskap
Smads |
|
APC Axina

E-cadherina —| B-catenina

l

B-catenina-TCF

EMT

Invasivon y cancer

Figura 5. Representacion esquemética de las principal es vias de sefializaci6n implicadasen laEMT y de
sus interrelaciones (T hiery et al., 2006).
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133. Via Ras

Esta ruta, adtamente conservada, constituye una de las cascadas moleculares més
importantes en la regulacion de aspectos clave de la funciondidad celular como la
diferenciacion, la proliferacion y la migracion (Avruch, 2007). Su activacion transmite
sefides desde distintos tipos de receptores de membrana hasta activar factores de
transcripcion nuclear. Una pequefia proteina de union a guanosintrifosfato (GTP),
denominadaras, esla molécula queactiiacomo transductor inicial y comin de la sefia
iniciada tras la activacion de los receptores de membrana, comportandose como un
interruptor bimodal, con dos conformeciones. La conformecion activa produce la
activacion delaM A P-quinasa-quinasa-quinasa, conocidatambién como RAF. A su vez,
RAF activa, mediante fosforilacion, la MAP-quinasa-quinasa o MEK. Finalmente,
MEK activala MAP-quinasa o ERK. Por lo tanto, laestructurabasicade MAPK esta
formada por un modulo detres quinasas (RAF, MEK y ERK) que se activan de manera
secuencia. Mientras que RAF y MEK son de localizacion citoplésmica, ERK tiene la
capacidad detraslocarseal nucleo, y ahi puede fosforilar directamente un gran namero
defactores detranscripcién como c-jun o c-Myc. En los Ultimos afios se havisto quela
desregulacién de MAPK esta implicada en la carcinogénesis de numerosos tumores
humanos. De hecho, una gran cantidad de miembros de la via fueron identificados
inicialmente como protooncogenes. Asi, laactivacion aberrante delaviaMAPK es un
hallazgo frecuenteen células malignizadas. La viaM APK puedeser activada a partir de
diversas sefides extracelulares, cono citocinas, factores decrecimiento y otros péptidos
através de su accidn sobre receptores de membrana. Entre las diferentes familias de
receptores capaces de activar ras se encuentran los receptores con actividad tirosin-
quinasa (RTK) (Zafon & Obiols, 2009).

134. Viade Wnt

Segun e modelo nolecular mas ampliamente aceptado en la actualidad (Fearon &
Vogelstein, 1990, Vogelstein et al., 2013), la principal rutade sefidizacion implicadaen
la carcinogénesis colorrectal, responsable de la transformacion del epitelio normal en
adenomg, esla viaWnt. Segun dicho modelo, la activacion delaviaWntp-cateninaes
unaetapa inicial y necesaria para € origen de la précticatotalidad de los tumores de
colon. De hecho, diversos estudios indican que arededor de un 90% de los tumores
colorrectales desarrollan mutaciones en alguno delos componentesde laviaWnt (Gles
et al, 2003).
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El ligando Wnt es producido en el interior celular y secretado al espacio extracelular
donde, de forma autocrina 0 yuxtacring, estimula e receptor Frizzed, que inicia la
cascada de sefializacion. En condiciones normales los niveles citoplasmaticos de B-
catenina libre son muy bajos, pues esta proteina se encuentra unida ala E-cadherina
formando parte de los conplejos de union intercelulares. La poca B-catenina libre es
rgpidamente unidaa ubiquitina por laaccién de un complejo ubiquitinizante (formado
por las proteinas APC, GSK3-beta y axin) y subsecuentemente degradada por el
proteosoma. Cuando el receptor Frizzed es estimulado o cuando acontecen mutaciones
en cualquier miembro de estecomplejo, la B-cateninalibrecitopldsmica se acunulay se
traslocaal nucleo, donde seuneadiversosfactores transcripcionales (como TCF, LEF o
CBP, entreotros) y lograactivar los programas genéticosimplicados en la proliferacion
celular,  mantenimiento del fenotipo pluripotente, € incremento de la motilidad

celular y delacapacidad metastasica ( Argilés et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

A lavistadel conjunto deinteresesque han motivado nuestro estudioy del statuquo dd
conocimiento de laimplicaciéon de proteinas core-fucosiladas en € proceso de EMT,
nos hemos propuesto abordar en e presente Trabgjo Fin de M aster los objetivos que a

continuacion se sefidan.

= Estudio de laexpresion de marcadores delaEMT en diferentes lineas celulares
de CCR.

= Estudio del efecto del silenciamiento del gen FUT8 en las lineas tumorales de
colon SW480y SW620 sobre laexpresion de marcadores proteicos delaEMT.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1.LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DECULTIVO

Para llevar a cabo este trabago, henmos utilizado diferentes lineas celulares de CCR
cedidas por d IDIS de la (USC) (HT29, Caco-2, SW480, SW620, HCT116, DLD-1) y
por € Gupo de Biomarcadores Bionoleculares (BB1) del Dpto. de Bioquimica,
Genética e Inmunologiade laUniversidad de Vigo (COLO-205).

Bl origeny principales caracteristicas deestas lineas puede consultarseen laTabla 1, asi
como en la Tabla 2 las principales mutaciones que exhiben en ellas los genes con

responsabilidad etioldgica en procesos de CCR.

Las referidas lineas fueron mantenidas en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
M odified Eagle’'s Medium; Lonza, Espafia) con 4.5 g/L de glucosa, suplementado con
suero bovino feta a 10% (Life Technologies, USA) y penicilina/estreptomicinaal 1%
(Sigma-Aldrich, USA), a37C y atmosferacon 5% de CO..

44 aios  Colon Epitdia Adherente Adenocarcinoma A?

Mujer colorrecta

72 aios  Colon Epitdiad Adherente Adenocarcinoma B

Hombre colorrecta

50 afios  Colon Epitelia Adherente Adenocarcinoma B

Hombre colorrecta

51 aflos  Colon Epitdia Adherente Adenocarcinoma C

Hombre colorrecta

Hombre Colon Epitelia Adherente Adenocarcinoma C
colorrecta

48 aflos  Colon Epiteia Adherente Carcinoma D?

Hombre  ascendente colorrectd

70 afios  Colon Epiteia Adherente Adenocarcinoma D

Hombre Suspensi6n colorrecta

Tabla 1. Caracteristicasprincipalesy procedenciadelaslineascelulares utilizadas (Brattain et al., 1983;
Moyer & Poste, 1989; Ahmed et al., 2013; www.atcc.org).
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Las principales ateraciones genéticas presentesen las lineas celulares de CCR afectan a
los genes KRAS, BRAF, PIK3CA, PTEN, P53 y APC (Tabla2).

Wt p.V600E p.P449T" wt p.R273H p.E853;
p. T 1556fs
Wt wt wt wt p.E204X Wt
p.G12v  wt wt wt p.R273H; Wt
p.P309S
p.G12V  wt wt wt p.R273H; p.Q1338
p.P309S
p.G13D  wt p.E545K; wt p.S241F Wit
p.D549N
p.G13D  wt p.H1047R wt wt Wit
wt wt Wit
wt p.V600E wt wt p.Y103 L111>L p. T 1556fs

Tabla 2. Estado mutacional delos principal es genesinvolucrados en la carcinogénesis colorrecta en las
lineastumorales utilizadas en este trabajo (Moyer & Poste, 1989; Ahmed et al., 2013; www.atcc.org).

3.2. OBTENCION DEMUESTRA PROTEICA

Tras acanzar confluencias del 70-80%, se procedié a la recogida de las cdulas
mantenidas en cultivo y a levantarlas con tripsina (Versana, Lonza, Espafia), para
extraer la proteina. Para ello, se comenzd con una serie de lavados de las placas con
PBSy separacion fisica delas células mediante un scrapper, con € objeto derecoger €
mayor namero posible de dlas. A continuacion, las células separadas se recogieron
mediante centrifugacién (375xg, 5 min, 4°C; centrifuga Beckman GS-15R, USA) y se
resuspendieron en 100 pL de RIPA [0.1% SDS (p/v), 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl
(pH 85), 05% DOC (p/v), 1% NP-40 (p/v), 2 mM NagVOs; 4 mMNaF, 1xPIC].

Posteriormente se procedié ala homogeneizacién de las células mediante sonicacion
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ligera de 3 min a base de ciclos de 5 s a 15% de potencia, seguidos de 1 min de
descanso en bafio de higlo. Finamente, € extracto homogeneizado se centrifugo
(10,000xg, 10 mn a 4°C; centrifuga Beckman GS-15R, USA), se recogio €
sobrenadantey se congel6 a—80°C hasta su uso.

3.3. CUANTIFICACION PROTEICA

La determinacion dela concentracion proteicadelas muestras obtenidas sellevd acabo
por e método del &cido bicinconinico (BCA, Sigma-Aldrich, USA).Este método
resultasencillo, rgpido, muy sensibley muestraunagran toleranciaa compuestos que

interfieren con otros métodos.

El &cido BCA es un compuesto capaz de formar un complegjo purpuraintenso con los
iones Cu®* en medio acalino. La formecién de este compuesto constituye labase del
método de cuantificacion proteica consistente en la monitorizacion del ién cuproso

producido por reaccién delas proteinascon Cu?*en medio alcalino (reaccién de Biuret).
Proteina+ Cu®* 2H—>cy'*
cul*+ BCA  —> Conplego purpuraBCA- Cu'*

El reactivo se prepard afiadiendo CuSO,5H,0 (4% p/v) en proporcion 1/50 (v/v) a
BCA. La mezcla de reaccién consistié en 10 pL de muestra proteica, 90 uL de H»0,
100 pL de SDS a 0.5% (p/v) y 800 uL del reactivo de trabajo. Todas las mediciones se

hicieron por triplicado.

Paralelamente a andlisis de las muestras, se redizd una recta patron de seroalbimina
(concentracién 2-100 ug). Unavez preparados los tubos con lamezcla de reaccion, se
agitaron e incubaron durante 30 min a 37°C en un bafio termostatizado (Selecta,
Espafia). Después delaincubacion, se dgjaron enfriar y se midié su absorbanciaa 562

nmen un espectrofotémetro Kontron (Uvikon-930, Alemania).
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3.4. ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-
PAGE

Para proceder a la separacién de las proteinas en base a su masa molecular, se
sometieron los extractos proteicosobtenidos a partir de las diferentes lineas celulares a
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Para ello, se confeccionaron minigeles (82 mm x 68 mm x 0.75 mm) a 8% de
acrilamida tota [30% acrilamida/bisacrilamidasolution, 37, 51 (2,6%c), Bio-Rad,
USA], en presencia de agentes aceleradores de la polimerizacion como € persulfato
amonico a 10% (p/v) [Plus One™AmmoniumPersulfate, Amersham, Alemenia) y
TEMED a 0.05% (v/v) [Plus One™ TEMED, Amersham, Alemanid].

Los minigeles se cargaron con 20 ug de proteina total procedente de las diferentes
lineas celulares. Como marcadores de masa molecular se utilizd la coleccion BlueStar
PLUS Prot. Marker (Nippon Genetics Europe GmbH, Alemania) y como tampdén de
electroforesis Tris 25 mM, glicina 0,19 M, SDS a 0.1% (p/v), pH 8.3. La€electroforesis
se desarroll6 en una unidad Mini-Protean Tetra Cell, dimentada mediante unafuente
PowerPac™ Basic (ambas deBio-Rad, USA). El voltgjeaplicado fue de 90V hastaque
las proteinas alcanzaron € gd separador, y de 150 V durante € resto del tiempo de
desarrollo.

3.5. WESTERNBLOT

Unavez completadala separacion medianteelectroforesis, se procedié alatransferencia
de las proteinas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0.45um de
tamario deporo (HyBond TM-P, Amersham, Alemania), previo lavado delos geles con
H,0O mQ durante 5 min y, finalmente, con tampén de transferencia (25 mM Tris, 192
mM glicinay 10% de metanol en H,O destilada) durante 15 min. Parala activacién de
la membrana, se utilizd metanol puro durante 20 s y para el equilibrado tamp6n de
transferencia durante 20 min.
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La transferenciaserealizd a 100 V durante1h en un chasis Mini Trans-Blot conectado
a una fuente de alimentacién PowerPac™ Basic (ambos de Bio-Rad, USA). El proceso

serealiz en bafio dehiglo y con agitacion.

Una vez redlizada la transferencia se procedié a lavado de la membrana con H,O mQ
para eliminar los restos de tampén. Asimismo, se sometio € gel a una solucién de
tincién como control del correcto proceso de transferencia. La solucion de tinciéon
consistié en azul brillante de Coomassie a 0.1% (p/v) (R-250, Bio-Rad, USA), acido
acético a 9% (v/v) y metanol al 45% (v/v). La solucion de destefiido, por su parte,
const6 de acido acético a 10% (v/v) y metanol a 40% (v/v).

3.6. INMUNOBLOT

Unavezredlizada latransferenciadelas proteinas ala membranade PVDF, seprocedi
al revelado delas especies proteicas de interés por inmunoblot. Para este cometido se
enmpled un dispositivo en sdndwich anticuerpo 192° con los anticuerposque aparecen en
la Tablas 3(Ac 1)y Tabla4 (Ac 2).

Anticuerpo 1° Dilucién Descripcion Referencia

FUT8 1/1000 Monoclond 19G,, Mouse Proteintech (66118-
1-1g)

Cocktail dedeteccion multiple 250x - Abcam (ab157392)

(vimentina, B-catenina,a-actina,

GADPH)

E-cadherina 1/1000 Monoclond 1gG; Mouse Abcam (ab1416)

N-cadherina 1/500 Monoclond (3BA) Ig Gy Invitrogen(33-3900)

Mouse

NCAM /750 Monoclona mouse Bioscience (BD-
556323)

c-kit /CD117 1/200 IgGRabbit Proteintech (18696-
1-AP)

Tabla 3. Listado de anticuerpos 1°° utilizados en los inmunoblots para la deteccion de |as proteinas de
interés.
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Anticuerpo 2° Dilucién Descripcion Referencia

FUT8 1/10000 Anti-mouse 1gG (HRP)  Abcam (ab97040)
Cocktail dedeteccion maltiple | 2500x Anti-mouse, Anti-rabbit  Abcam (ab157392)
(vimentina, a-catenina,a-actina, (HRP)

GADPH)

E-cadherina 1/1500 Anti-mouse IgG (HRP) Abcam (ab97040)
N-cadherina 1/1500 Anti-mouse IgG (HRP) Abcam (ab97040)
NCAM 1/5000 Anti-ratlgG (HRP) Abcam (ab97090)

ckit /CD117 1/1500 Anti-rabbit 1IgG-(HRP)  Poteintech (SA00001)-2

Tabla 4. Listado de anticuerpos 2% utilizados en |os inmunoblots para la deteccion de las proteinas de
interés.

Después de tres lavados inicides de la membrana con TTBS[TBS 0.05% (p/v), Tween
20 (Amersham, Alemania)], de 5 min cada uno, se procedid asu bloqueb con TTBSy
5% (v/v) delechedesnatadadurante1h a 37°C. A continuacién, seincub6 lamembrana
toda la noche (aprox12-14 h) con el Ac 1° (vimentina, B-catenina: 250x, E-cadherina:
1:1000; FUT8 1:1000) diluido en & medio de bloqueo a 4°C y en agitacion.
Posteriormente, tras varios lavados con TTBS de 10 min cada uno, se incubd la
membrana con € Ac 2 (vimentina, B-catenina 2500x, E-cadherina: 1:1500; FUTS:
1:1500), diluido en & medio de bloqueo, durante 1 h a tenmperatura ambiente.

Finamente seredizaron tres lavados de 10 min con soluciéon de TTBS.

Para € revelado se incubd la membrana 57 min en oscuridad con € reactivo de
quimioluminiscencia (Clarity ™ Western ECL Substrate), formaedo por una mezcla de
sustrato y de luminol (L:1), y lavisudizacion del inmunomarcaje sellevé acabo en €
dispositivo paraquimioluminiscencia ChemiDoc™ XRS + system (ambos de Bio-Rad,
USA).

El andlisis de los inmunoblots se llevé a cabo con e programa ImagelLab™ Software
(Bio-Rad, USA). El primer paso para optimizar € andlisis de la imagen fue eliminar €
fondo e identificar los carriles de migracién y las bandas proteicas. Unavez dado este
paso, € programa permitioé calcular los valores de masa molecular correspondientes a
cada banda proteica emisora de quimioluminiscencia, en funcién delos vaores delas
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proteinas patrén utilizadas en la SDS-PAGE. Ademss, este software proporciona la
cuantificacién delaintensidad de cada banda detectada en unidades arbitrarias, lacua

representa unaestimacién directay proporciona de sus niveles de expresion celular.

Parala mayoria delas proteinas, los resultados obtenidos proceden de lamediade dos
experimentos independientes, excepto en aquellos casos en los que, por problemas

técnicos o por fatade édto en laoptimizacion, seimposibilité su cuantificacion.

3.7. BORRADO Y REUTILIZACION DELAS MEMBRANAS DEBLOTTING (STRIPPING)

Para el revelado de las proteinas con masa molecular similar se recurrié al stripping de
la membrana, esto es, ala diminacion (o borrado) del sdndwich de deteccién de una

proteinay alareutilizacion de lamembrana parala de otra especie proteica.

Para este propésito se incubd la membrana con tampoén de stripping durante 10 min
(glicina 1.5% (w/v), SDS 01% (w/v), Tween 20 1% (v/v) y HO mQ, pH 2.2),
repitiendo el proceso nuevamente con tampdn fresco. A continuacion se realizaron
varioslavadosde10 min con PBS seguidos delavados de5min con TTBS. Al finalizar
este proceso, serecuperd lamembrana lista parabloquear denuevoy dar comienzo aun
nuevo inmunoblot.

3.8. SILENCIAMIENTO DEL GEN FUT8EN LAS LINEAS DECANCER DECOLON SW480Y
SW 620.

Con objeto deestudiar € efecto de lapérdida de expresion, y por tanto actividad, dela
enzima o(1,6)FT en lineas tumorales de colon, se procedié a silenciamiento de su gen
codificante FUT8 medianteshRNA. Las lineas celulares seleccionadas paraeste estudio
fueron SW480 y SW620, por representar un buen modelo para € estudio de la
relevancia de la enzma durante la formacion e invasion tumora, ya que la primera

procededeun tumor primario y la segundade un foco metastésico del mismo individuo.

Un resumen del proceso de silenciamiento puede observarse en la Figura 6. El
procedimiento comienza con laintroduccion, medianteun lentivirus, deunshRNA, esto
es, dehorquillas pequefias de RNA de doble cadenaconstituidas por lahebra sentido
(guia) y antisentido (pasgjeras) conectadas por unas secuencias no codificantes de
intercalacion. Una vez introducidas en las células, estas horquillas de shRNA activan

una maquinaria celular que los reconocey los transformaen siRNA (RNA pequefios).
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Estos siRNA son reconocidos por e complgo RISC (Complejo inductor del
silenciamiento de RNA), que identificael mMRNA homologo del siRNA, cortandolo en
dos mitades que son después degradadas por lamaquinariacelular (Rao et al., 2009).

CYTOPLASM
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Figura 6. Resumen del mecanismo de interferenciadel mMRNA mediante shRNA. (Imagen cedida por un
colaborador de nuestro grupo de investigacion).

El silenciamiento del gen FUT8 se realizd en el Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago de Compostela (CHUS) por la Dra. Muinelo Romay (Grupo de Oncologia
Médica Traslaciona), mediante transfeccion con shRNA lentivirades (MISSION®
shRNA lentivird transduction particles, pLKO.1-puro-CMV-t GFP, SHCLNV-
NM _004480; Sigma, USA), de acuerdo con € protocolo recomendado por la casa
comercial. Se utilizaron varios clones de los cuales se seleccioné e NM-004480 /
TRCNOO00035952 / 106 / 0.2 / PLKO.1 (F52), por su €ficacia de silenciamiento.
Como control negativo del proceso de silenciamiento se utilizd € vector vacio
SHCO03V (transduction control, MISSION® p LKO.l-puro-CMV-t GFP; Sigma,
USA). La seleccion de la poblacion transfectada se realizd con puromicina 1 mg/mL
(Sigme-Aldrich, USA).

Unavez conmpletado € silenciamiento, y comprobado mediante TR-q-PCR, sedispuso
delas lineas parentales (SW480, SW620), los controles devector vacio (SW480NTC y
SW620 NTC) v las liness silenciadas shFUT8 (SW480 F52 y SW620 F52).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OPTIMIZACION DELA TECNICA

La primera parte del proyecto consistié en la puesta a punto de las condiciones de
identificacion de las diferentes proteinas de interés. Para cubrir este cometido se
redizaron unos experimentos iniciales, en concreto tres, destinados a fijar las
concentraciones 6ptimas de Ac 1°y 2° que permitieran la visualizacion clara de cada
especiea detectar, asi como aconocer su peso molecular, con € animo depoder llevar a
cabo laidentificacion en paralelo del mayor numero de élas. Este primer conjunto de
eperimentos permtid llegar a un sistema de deteccion adecuado para todas las
proteinas de interés, tal como serecoge en las Tablas 3y 4 (apartado 3.6).

4.2. EXPRESION DE MARCADORES DE EMT EN DIFERENTES LINEAS CELULARES DE
CCR

Tras la puesta a punto de las condiciones de identificacion se pasd a monitorizar la
expresion de las proteinas de interés en extractos celulares de las lineas tumoraes
seleccionadas. En los apartados siguientes se muestran los resultados de experimentos

tipo de deteccién de cadaunade las proteinas analizadas.

HT29 Caco-2 SW480 SW620 DLD1 HCT116 COLO205a4n COLO-205 sus

E-cadherina

~130 kD

S — . - — p-catenina
~92 k Da

Vimentina
~54k Da
- GADPH

~36 k Da

Figura 7. Expresion de E-cadherina, B-cateninay vimentina en diferentes lineas celul ares de cancer
colorrectal (HT 29, Caco-2, SNV480, SN620, DLD-1, HCT 116, COL O-205 adherente y en suspension).
Como control de carga se utiliz6 la GADPH.
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HT29 Caco-2 Sw480 SW620 DLD1 HCT116 COLO205aqn COLO205 sus

a(1,6)FT

T S e e m—m— ~67kDa

NCAM

— ~140 kDa

B-catenina
—
p— R B ~92kDa

c-kit

~145kDa

GADPH

~36kDa

Figura 8. Expresion de o(1,6)FT, NCAM, a-actina y c-kit en diferentes lineas celulares de cancer
colorrectal (HT 29, Caco-2, SV480, SNV620, DLD-1, HCT 116, COL O-205 adherente y en suspension).
Como control de carga se utilizé la GADPH.

4.2.1. EXPRESION DEE-CADHERINA

12 E-cadherina

Figura9.Nivelesde expresion (en unidades arbitrarias) de la E-cadherina con respecto a su control de
carga GADPH. Los resultados proceden de la media de dos experimentos independientes.

En la mayoria de los canceres epitelides, la pérdida de la proteina E-cadherinaen la
superficie celular se correlaciona con el aumento del potencia invasivo delas células
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tumorales, ya que e debilitamiento de su actividad adhesivaimprime propiedades de
EMT a la célula, concretamente un incremento de la movilidad y de la capacidad
invasiva de las células (Birchmeer & Behrens, 1994). En este sentido, € papel delaE-
cadherina como represor de la metéstasis estd bien documentado (Cavallaro &
Christofori, 2001; Di Croce & Pelicci, 2003) y por €llo se le asigna un papel como
supresor tumoral. Asi, la pérdida de E-cadherina en las céulas epitelides lleva
apargjada una pérdida del contacto célula-célula y un incremento de la movilidad,
mientras que la eqpresion forzada de esta proteina en lineas tumorales metastésicas es
suficiente para cambiar este fenotipo (Cavallaro & Christofori, 2001).

En las lineas celulares estudiadas observamos la mayor expresion de E-cadherina en
HT29y ago inferior en Caco-2, procedentes de un tumor en estadio A y B de Dukes,
respectivamente (Figura 9). Por otro lado, entre SW480 y SW620 la mayor expresion
aparece en la primera. Ambas lineas proceden de un mismo paciente en estadio B de
Dukes (SW480 del tumor primario y SW620 deun foco metastéasico deéste), por lo que
la mayor presencia de E-cadherina en SW480 est en plena sintonia con su menor
capacidad invasiva en comparacion con SW620. Lo mismo ocurre entre las dos
subpoblaciones de COLO-205 testadas, adherentes y en suspension; resultando
I6gicamente la expresion mayor en la que crece adherida a la placa. En € caso de
HCT116 la expresion de E-cadherina es préacticamente nula, pudiendo justificar su
procedencia de un tumor de estadio D, segun algunos estudios (Brattain et al., 1983).
Sin embargo, por idéntico motivo laataexpresién de E-cadherinaen lalinea DLD-1 no
encuentrajustificacion en € estadio metastasico del tumor del que procede (estadio C).

4.2.2. EXPRESION DEN-CADHERINA

La N-cadherina, tiene un papel opuesto al de su compafiera E-cadherina. Como hemos
comentado en e apartado precedente, la funcidn biolégica de la E-cadherina esta
relacionada con la represion de la invasividad, mientras que, sin embargo, la N-
cadherina favorece la invasividad y por ello aumenta €l potencial metastésico de las
células cancerosas (Tomita et al., 1999; Hazan et al., 2004).

Nuestro intento de conocer € patron de expresion de la N-cadherina en las lineas
celulares en estudio no sehavisto coronado por € édto. Tras los negativos obtenidos
con el Acqueseindicaen € apartado deM aterial y M étodos, se probo con otro cedido
por € IDIS de la USC (Biolegend, ref.350802), que tampoco permitio la deteccion de
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esta proteina (resultados no mostrados). Ademés, estos intentos falidos se han
producido también en grupos colaboradores. Lalimitacion de tiempo paracompletar el
presentetrabajo noshaimpedido indagar en € origen de estosnegativos de expresion y
dilucidar si setratadeun resultado correcto o deunfalso negativo resultante delafdta
de gjuste de alguna variable o condicion del ensayo o, acaso, de una deficiencia de
afinidad delos dos Ac utilizados.

4.2.3. EXPRESION DE p-CATENINA

Se hadescrito quelahiperproliferacion del epitelio intestinal estd muy relacionada con
la activacion aberrante de la cascada de sefializacion de la B-catenina, la Wnt. Son
varios los estudios, asimismo, que argumentan que la B-catenina, en €l complejo con
TCF, controla la epresion de una serie de genes involucrados en lainhibicién dela
diferenciacion y estimulacién de la proliferacion celular (Tetsu & McCormick, 1999;
van deWetering et al ., 2002). Sin embargo, laviaWnt no parecequeinfluyatanto en la
progresion del tumor cuando hay presencia de mutaciones en APC, que son més
comunes de la enfermedad esporédica (Ribes et al., 2009), en la que la frecuencia
mutacional rondael 60% Y registrauna disminucion de la degradacion de la B-catenina,
que desemboca en su traslocacién a nucleo (Brabletzet al., 2002). Aunque el 40% de
los CCR con MSI (inestabilidad de microsatélites) contienen APC no mutado (“wild
type”), portan otros defectos en la via Wnt que causan igualmente estabilizacion de -
cateninay aumento de su presenciay actividad en e nucleo (Brabletz et al., 2002). A
pesar detodo esto, en nuestro estudio observamos quelas lineas celulares que portan
mutaciones en APC (HT29, SW620 y COLO-205) expresan menor cantidad de -
cateninaquelasno portadoras (Figura 10), lo que sugiere que lapresencia de este tipo
demutaciones no pareceinfluenciar en laexpresion del conplejo E-cadherina/catenina.
El disefio experimental denuestro estudio porinmunoblot de laexpresidn de proteinas
marcadoras de EMT no nos permite discriminar para el caso de la B-catenina la
localizacion subcelular (nuclear o citosélicavs. membrana) delos niveles detectados, lo
cua resulta insoslayable para poder discriminar su funcién como regulador
transcripcional. Asi, de detectarse fundamentalmente asociada a la membrana, la B-
cateninaseriaun indicador de fenotipo epitelial (normal), mientras que su aparicion en

el citosol o nucleo seriaindicativo de su actuacién como promotoradelaEMT.
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Figura 10. Nivelesde expresion (en unidades arbitrarias) de la B--catenina con respecto a su control de
caroa GADPH. L os resultados proceden de la media de dos experimentos independientes.

No obstante estalimitacion, los resultados obtenidos del andlisis de expresion global de
la B-cateninaen los extractos celulares de las lineas ensay adas (Figuras 7y 10) prueban
indirectamente su implicacion en e proceso EMT mostrando diferencias claras en
células tumorales bien en diferente estadio tumora o con distinto fenotipo maligno
(Figura 10). Sin embargo, no observamos que estas diferencias se relacionen con €
estadio del que proceden, yaque podemos ver niveles bgjos de esta proteinatanto en
lineas que proceden de estadio A (HT29) como en lineas que proceden de estadio D
(COLO-205, HCT116). Por € contrario, si observamos cierta relacion a comparar
SW480 y SW620: la primera (procedente de un estadio B y de menor malignidad)
presenta unos niveles de B-catenina muy por encima de los de su partenaire SW620
procedentede unametastasis del mismo paciente que € anterior. También es € caso de
COLO-205 adherente (mayor expresion) que COLO-205 en suspensién (menor
expresion). Pesea estos resultados, hay que ser cautossobre su auténtica significacion,
ya que, como se ha indicado, es la expresién nuclear de B-catenina la que esta

correlacionada positivamente con e proceso EMT.

4.2.4. EXPRESION DE «(1,6)FT

En la Introduccion de esta memoria hemos documentado que agunas glicoproteinas
relacionadas con el desarrollo y laprogresion tumoral (y concretamente con €l proceso
EMT) nmuestran ateraciones especificas de su patron de core-fucosilacién y que esta
fucosilacion depende por entero de la actuacién singular de una Unica enzimg, la
o(Le)FT (FUTS).
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Figura11. Niveles de expresion (en unidades arbitrarias) de la a(1,6)FT con respecto a su control de
carga GADPH. Los resultados proceden de la media de dos experimentos independientes.

Los resultados obtenidos de nuestros experimentos de deteccidon de esta enzima
muestran una expresién préacticamente nula en las lineas HT-29 y Caco-2, ambas
derivadas de procesos tumoraes en estadios de Dukes inicides (A y B
respectivamente). Sin embargo, esta misma expresion es mayor en SW480 (estadio B) y
en COLO-205 (estadio D). Si comparamos la eqresion de o(1,6)FT en SW480 y
SW620, observamos una mayor expresion en la primera, que procede de un estadio
menos invasivo, lo que confirma los resultados obtenidos anteriormente por nuestro
grupo, en los que se describia mayor actividad delaenzimaen tumores que en tgjido
sano del mismo pacientey unamayor actividad en los estadios iniciales, que se reduce

progresivamente en los estadios posteriores (Cy D) (Muinelo-Romay et al., 2008).

Por el contrario, comparando las dos subpoblaciones de COLO-205, observamos may or
epresion en la subpoblacién de crecimento en suspensién. En conclusién, no
encontramos apariencia de correlacion entre la expresion de laenzma o(1L6)FT en las

lineas tumorales probadas y su correspondiente estadio de Dukes.

4.2.5. EXPRESION DE VIMENTINA

Muchos estudioshanidentificado en lavimentinaunaproteinacuyaexpresion esta muy
asociadaalos procesostumorales con caracteristicas més invasivas (Ngan et al ., 2007).
Nuestros resultados, sin embargo, muestran expresion de vimentinasolo en las lineas
SW480 y SW620, siendo mayor en la primera de ellas, a pesar de proceder de un
estadio de Dukes més tenprano. Esta aparente contradiccion podria encontrar
eplicacion en la hipermetilacion del gen de la vimentina, que algunos autores han
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observado en los estadios mas avanzados dd CCR (Shirahata et al., 2009). Otros
autores, asimismo, han encontrado metilado e gen delavimentinaen e 53-84% delos
carcinomas colorrectales (Itkowizk et al., 2007; Zou et al., 2007a; 2007b), por lo que
cabela posibilidad de quelaausenciade expresion delavimentinaen lamayor parte de
las lineas ensayadas por nosotros (Figuras 7y 12) se debaalametilacion edensivade
laregion de control de su gen estructural.

1.2 . .
1 Vimentina
0.8
0.6
0.4
0.2

Figura12. Nivelesde expresion (en unidades arbitrarias) de la vimentina con respecto a su control de
carga GADPH. Los resultados proceden de la media de dos experimentos independientes.

4.2.6. EXPRESION DE a.-ACTINA

Como se hacomentado en laseccidn de Introduccion, existen evidencias del aumento
de la a-actinadurante el proceso de carcinogénesis en diferentes tipos de canceres, lo
gue podria estar justificado por la participaciéon de los filamentos de actina en los
procesos bioldgicos de la division celular, las interacciones célula-céula, asi como la
adhesion y migracion celular (Evers et al., 2000). Nuestros resultados muestran unos
niveles de a-actinamés altos en SW480y HCT116 (estadio B y D, respectivamente), lo
que se corresponderia con el aumento de expresion de a-actinadurante €l proceso de
carcinogénesis que acabamos de comentar anteriormente. Asimismo, entre las dos
subpoblaciones de COLO-205 también observamos diferencias, siendo laexpresion de
ésta mayor en la poblacién de fenotipo en suspension, lo que seguiria apoyando la
hipétesis de partida. Sin embargo, los niveles de la misma son més atos en HT29
(estadio A) que en Caco-2 (estadio B) y que en COLO-205 (estadio D). Esto nos llevaa

concluir que los resultados mostrados por el conjunto de lineas de colon en el que
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hemos testado la expresion de esta proteina no muestran un aumento de lamismaen
todas las lineas mas carcinogénicas ni un patron de expresion compatible con € estadio
de Dukes o €l fenotipo tumoral de cadaunade éellas, tal como puede apreciarse en las
Figuras 8y 13
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Figura 13. Niveles de expresion (en unidades arbitrarias) de la a.-actina con respecto a su control de
carga GADPH. Los resultados proceden de la media de dos experimentos independientes.

4.2.7. EXPRESION DENCAM

Se hadescrito quelaexpresion de NCAM aumenta su expresion en los especimenes de
tglido tumoral de CCR (Ferndndez-Briera et al., 2010). En este sentido, nuestro estudio
resulta innovador y proporciona una primera aproximacion a patrén de expresion de

estaproteinaen lineas con distinto estatus patolégico o con diferencias fenotipicas.

120 NCAM
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Figura 14. Niveles de expresion (en unidades arbitrarias) delaNCAM con respecto asu control de carga
GADPH. L os resultados obtenidos proceden de un sblo experimento.
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Los primeros resultados (Figuras 8 y 14) indican que las lineas SW480 y SW620se
diferencian del resto por no presentar niveles detectables delaNCAM, asi como quelos
niveles deexpresion registradosen las restantes (Figura14) no permiten alcanzar, por €
momento, conclusiones sobre lavinculacion de esta proteinacon € estadio tumoral o
potencial maligno de la célula. Resulta chocante, sin embargo, que lalinea COLO-205
muestre mayor expresion deNCAM en la estirpe con crecimiento en suspension que en
la adherente, cuando laactividad adhesivade estaproteinahariasospechar, en principio,
una mayor cantidad de anclgjes mediados por NCAM en la COLO-205 de fenotipo
adherente.

4.2.8. EXPRESION DE C-KIT (CD117)

El papel critico quelaproteinac-kit juegaen la proliferacion y diferenciacion celular en
muchostipos de canceres (mamg, pulmon, préstata) estabien establecido (Tang et al.,
2014), mientras que su potencia desempefio en e CCR permanece todavia en
controversia. Asi, algunosautoreshan encontrado una correlacion entre laexpresion de
este receptor y e CCR (Bellone et al., 2001), pero otros, por e contrario, no han
logrado detectar dicho receptor en lamayoriade las neoplasias examinadas (Sammarco
et al., 2004).

En nuestro caso, no se ha conseguido una visuaizacién clara de su expresion en
ningunadelas lineas testadas (Figura 8), alavistadelo cual no podemos establecer si
es debido afatade optimizacion del proceso 0 aque realmente no existe expresion de
estereceptor en e CCR, como sehapostulado en éstay otras neoplasias (Sammarco et
al., 2004).

4.3. CONFIRMACION DEL SILENCIAMIENTO DEFUT8EN SW480Y SW620

Bl gen FUTS8, que codifica parala enzima a(1,6)FT responsabledela core-fucosilacion,
fuesilenciado por tecnologiaanti-sentido en las lineas SW480y SW620, tal como se ha
descrito en el apartado 3.8 de Materiales y Méodos. Una vez realizado €l proceso de
silenciamiento, se crecieron (apartado 3.1) las lineas celulares SW480 y SW620
parentales, silenciadas (SW480 F52 y SW620 F52) y controles (transfectadas con un
vector vacio; SW480 NTC y SW620 NTC). Con los exractos celulares obtenidos

(apartado 3.2) de las diferentes poblaciones de céulas se procedié a comprobar e
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silenciamiento mediante inmunoblot para la enzima o(1,6)FT (Figura 15). Los
resultados obtenidos confirman e édto del silenciamiento, ya que las células
transfectadas con los shRNA anti-sentido especificos de FUT8 (F52) no muestran
expresion de la proteina a(1,6)FT. Este efecto detrimental sobre la expresion de
a(1,6)FT no es debido a la transfeccion en si, ya que los controles de vector vacio si

muestran expresion de estaproteina.

SW480wt SW480NTC SWA480F52 SW620wt SW620NTC SW620
oy ~—— ] a(1,6)FT
~67 kDa

B-actina

~43 kDa

Figura 15. Expresion de la enzima o(1,6)FT en las lineas celulares SW480 y SN620 parentales
(silvestres, SV480 wt y SNV620 wt) y silenciadas (SNV480 F52 y SNV620 F52). Como controles del
proceso de silenciamiento, parte de las células se transfectaron con un vector de entrega vacio (SNV480
NT Cy SW620 NTC). Como contral de cargaparael inmunoblot se utilizé la -actina, debido a que en
experimentos previos se detect6 baja expresion de GADPH en SNV480. e hicieron dos experimentos
independientes para comprobar este silenciamiento, y en los dos se comprobo el éxito del mismo.
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4.4. EXPRESION DE MARCADORES DE EMT EN LAS LINEAS SW480 Y SW 620
SILENCIADAS EN FUTS8

SwW480wt  SW480NTC  SW480F52 SW620 wtSWE20NTC  Sw620 F52

E-cadherina

[ - ~130 k Da

e p-catenina
~92k Da
a-actina

~42k Da

Vimentina

- e
- — - - o

p-actina

~43k Da

Figura 16. Expresion delaE-cadherina, B-catenina, a-actinay vimentinaen laslineas celulares SV480 y
SWN620 (wt, NT Cy F52) de cancer colorrectal. Como control de cargaparael inmunoblot se utilizo la -
actina, debido a que en experimentos previos se detectd baja expresién de GADPH en SNV480. S
hicieron dos experimentos independientes para comprobar la expresion, obteniéndose en ambos
resultados similares. 9n embargo, agunos problemas técnicos surgidos, unidos a la falta de tiempo, nos
han impedido proceder a la cuantificacion de los niveles de expresion, por lo que lainterpretacion y
discusion de los resultados se basan en 1os niveles de expresion aproximados mostrados en la figura

441 EXPRESION DE E-CADHERINA EN LAS LINEAS SW480 Y SW620
SILENCIADAS EN FUTS8

La E-cadherina es una nolécula de adhesiéon celular C&#* dependiente, con un
importante paped en la supresién tumora (Vleminckx et al., 1991). En € caso de
SW480 F52, no se puede observar (Figura 16) una disminucién clara de su expresion
con respecto a SW480wt (teniendo en cuenta paraello € nivel de expresion mostrado
por el control detransfeccion, SW480 NTC). Asi que, afata de confirmacion en futuros
experimentos, la aparentedisminucion de E-cadherinaen lalinea silenciadano se puede
atribuir a silenciamiento deFUT8 sino al dafio producido por el vector a transfectar la
célula. Sin embargo en SW620 ocurreun patron distinto (Figura 16), laexpresion de E
cadherina, como yacomentamos anteriormente, continta siendo menor que en SW480,
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pero en este caso, con laintroduccidn del vector vacio aumenta un poco, y en la
silenciadase compensa ese aumento. En cualquier es necesario destacar que estos son
los primeros experimentos y que, algunos problemas técnicos surgidos, unidos alafalta
de tiempo, nos han impedido proceder ala cuantificacion delos niveles de expresion,
por lo que la interpretacion y discusion de los resultados se basan en los niveles de
expresion aproximados mostrados en la Figura 16.

4,42 EXPRESION DE B-CATENINA EN LAS LINEAS SW480 Y SW620
SILENCIADAS EN FUTS8

Con respecto ala expresion de B-cateninaen SW480 F52, observamosun gran aumento
comparandolo con su correspondiente parental (SW480 wt) (Figura 16). Ademés, si
relacionamos esteresultado con € obtenido paralos niveles de E-cadherinaen lalinea
silvestre (Figura 10), podemos establecer que la disminucién de la expresion de E-
cadherinaconllevael aumento de la expresion de f-catenina, un resultado llametivo que
merecera un estudio posterior confirmatorio y més detallado (diferenciando €l nivel de
expresion citosolico/nuclear y de membranade estaproteina). Sin embargo, en lalinea
SW620 no se aprecian diferencias de expresion de B-catenina entre las células con €

gen FUTS8 silenciado y las células inalteradas.

De confirmarse los resultados preliminares que presentamos y certificarse que la
disminucion de la capacidad celular de core-fucosilacion cursa con un aumento (a
menos en lalinea SW480) dela presencianuclear dela B-catenina, seriaun espaldarazo
anuestrahipotesisde partidade quelacore-fucosilacién aumentala malignidad celular.

4,43 EXPRESION DE o-ACTINA EN LiINEAS SW 480 Y SW 620 SILENCIADAS EN
FUT8

Al estudiar la expresion de la a-actina en ambas lineas (Figura 16) no observamos
diferencias significativas entre parentales (SW480 wt y SW620 wt), silenciadas (SW480
F52 y SW620 F52), una vez tenido en cuenta € efecto sobre la expresion de esta
proteina del proceso de transfeccién (controles SW480 NTCy SW620 NTC). Asi las
cosas, debemos establecer que nuestros resultados preliminares apuntan que €

silenciamiento de FUT8 no tiene efecto sobre laexpresion de lao-actina.
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4.44. EXPRESIONDEVIMENTINA EN LASLINEAS SW480y SW620 SILENCIADAS
EN FUTS

A la vista de los primeros resultados obtenidos, la exresion de vimentina parece
aumentar de manera sustancia al silenciar FUT8 en la linea SW480 (Figura 16). H
efecto parece ser especifico, puesto que € control de transfeccion muestraun nive de
expresion indterado, simlar al de la linea parental, por lo que debemos descartar que
esta sobreexpresion de vimentina se deba al dafio producido en la célula por la mera
introduccion del vector. Por su parte, los resultados paralalinea SW620 apuntan en €l
sentido de que lainhibicién de laepresion de FUT8 no tiene repercusiones sobre la
expresion de lavimenting, ya que si bien lalinea silenciada (SW620 F52) muestra un
mayor nivel de expresion de esta proteina que la linea parental (SW620 wt), dicho
aumento es similar a de la linea control (SW620 NTC), por lo que € efecto seria

resultado del dafio infligido alacélulapor € vector de entrega.

La respuesta obtenida en SW480 F52 es similar a la observada para la B-cateninaen la
misma linea y si, como parece, la presencia celular de la vimentina también es un
indicativo de laincursion de la célula en € proceso de EMT, contariamos con una
evidencia mas de que la disminucion de la core-fucosilacion actuaria como un factor
favorablealaindiferenciacion del epitelio colorrectal y alaadquisicion de un fenotipo
mesenquimatoso Yy, por €llo, otorgaria a la célula un mayor potencial metastésico, un
may or poder deinvasidn. Lo que, por otro lado, en términos funcionales inplicaque un
nivel inalterado de core-fucosilacion preserva (o puede mejorar) laadhesion celular en
lineas tumorales de colon, como han apuntado losresultados obtenidos por otros autores
(Osumi et al., 2009). Estaobservacion aportaunanuevaapoyaturaalaimportanciaque
puede tener una correcta core-fucosilacion para la maduracion y plena capacidad

funciona de muchas glicoproteinas
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5. CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en la seccibn precedente nos permiten acanzar tres
conclusiones principales:

v' H andlisis de los niveles de expresion de las proteinas relacionadas con €l
proceso deEMT en las lineas de colon testadas muestraresultadosdiversos para
cadaproteinaen las diferentes lineas, segUin susdiferencias en estadio de Dukes,

fenotipo patolégico y heterogeneidad genética

v H silenciamiento mediante shRNA especificos de FUT8 en las lineas celulares
SW480 y SW620 fueun éxito, seguin se desprende de la comprobacion porTR-
g-PCR del nivel de MRNA y de proteinapor inmunoblot..

v' H silenciamiento de FUT8 en SW480 contribuye a aparente aumento de
expresion delos marcadores de EM T B-cateninay vimentina. Estos resultados
prelimnares sugieren la presunta mediacién de la core-fucosilacion en la
preservacion de la homeostasis celular en CCR, de modo que la deplecion
funciona delaa(1,6)FT puedefavorecer e advenimento deun fenotipo celular
mas mesenquimaetosoy, asi, aumentar lainvasividad y potencia maligno delas

células tumorales.
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7. ABREVIATURAS

APC: poliposisadenomatosa de colon
BCA: &cido bicinconinico

CCC: complegjocitoplasmé&ico de adhesi6n

celular
C CR: cancer colorrectal

CHUS: Complejo Hospitalario Universitario de
Santiago de Compostela

C O X2: ciclooxigenasa 2

DMEM: Dulbecco’smodified Eagle’smedium
EGF: factor de crecimiento epidérmico

EMT: transicién epitelio-mesénquima

FBS: suero bovino fetal

FGFR: receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos

FUT: fucosiltransferasa
FUT8: gen delaa(1,6)fucosiItransferasa

GADPH: glicerddehido-3-fosfao
deshidrogenasa

GDP: guanosina’5” difosfato

IDIS: Instituto de I nvestigacion Sanitaria de
Santiago de Compostela

IUBMB: Internaiond Union of Biochemistry
& Molecular Biology

MSI: inestabilidad de microsat élites
NCAM: molécula de adhesi6n neural

PBS: tampon salino de fosfao
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PO FUT1: O-fucosiltransferasade proteinas 1
PO FUT2: O-fucosiltransferasa de proteinas 2
PVDF: fluoruro de polivinilideno

RISC: complejoinductor del silenciamiento de
RNA

RNA sh: horguillasde RNA
RNA si: RNA pequefios
RNAmM: RNA mensajero
SDS: dodecil sulfato sodico

SDS-PAGE: electroforesis desnaturalizante en

gel de poliacrilamida

TBS: tampén Trissalino

TCF: factor decélulaT

TEMED: N'N’N"N”-tetrametiletilendiamina
TGF-B1: factor de creciiento transformante 1

TTBS: tampén Trissalino con Tween



